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La presente invention a pour objet une nouveile metalioprotease 
membranaire appelee NEP II et son utilisation, notamment pour le criblage 
d'inhibiteurs utiles en therapie. 

Les metalloproteases membranaires telles que le neprilysine (NEP 
I, EC 3.4.24.11) jouent un r6le important dans I'activation ou I'inactivation des 
messagers peptidiques neuronaux ou hormonaux. Leur inhibition selective par 
des composes synthetiques a deja conduit a des medicaments couramment 
utilises en therapeutique ou en cours de developpement clinique, notamment 
dans les domaines gastroenterologique (Baumer et coll., Gut, 1992, 33 : 753- 
758) et cardiovasculaire (Gros et coll., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1991. 88 : 
4210-4214). L'isolement des ADNc de genes de nouvelles metalloproteases 
apparent§es est de nature a permettre le developpement de nouvelles classes 
d'inhibiteurs specifiques a applications therapeutiques prometteuses. C'est ainsi 
que le clonage et I'expression du gene de I'enzyme de conversion de 
I'endotheline (ECE) (Xu et coll., Cell, 1994, 78 : 473-485) a permis la mise au 
point d'inhibiteurs potentiellement utiles dans certaines affections 
cardiovasculaires. 

Les travaux des inventeurs ayant conduit a la presente invention 
ont mis en evidence une nouveile metalioprotease membranaire appartenant a la 
famine ECE/NEP/Kell (Lee S. et coll.. 1991, PNAS 88(14):6353-57), qu'ils ont 
appelee NEP II. 

La presente invention a done pour objet un polypeptide isole dont 
la sequence d'acides amines est choisie pamii la sequence SEQ ID n°2, une 
sequence d6rivee ou homologue de ladite sequence SEQ ID n''2, ou un fragment 
biologiquement actif de ladite sequence SEQ ID n»2, ledit polypeptide isole etant 
d6sign6 par «NEP II ». 

La sequence SEQ ID n" 2 est la sequence d'acides amines de 
NEP II identifiee chez le rat. 

Par polypeptide "derive", on entend tout polypeptide resultant 
d'une modification de nature gen^tique et/ou chimique de la sequence SEQ ID 
n» 2, c'est-a-dire par mutation, d6l6tion, addition, substitution et/ou modification 



chimique d'au moins un acide amin§. oii toute, isoforme ayant une sequence 
identique a la sequence SEQ ID n» 2 mais contenant au moins un acide amine 
sous la forme D. 

Par polypeptide "homologue", on entend plus particulierement tout 
polypeptide isolable chez d'autres especes de mammiferes que le rat, et 
notamment Chez rhomme. 

Lesdits polypeptides homologues presentent preferentiellement 
une homologie de sequence superieure a 80 %, de preference encore 
superieure ^ 85 %, avec la sequence SEQ ID n« 2 Gomplete. rhomologie etant 
particulierement elevee dans la partie centrale dudit polypeptide. 

Lesdits polypeptides d6riv§s. homologues ou les fragments 
polypeptidiques du polypeptide de sequence SEQ ID n^ 2 sont biologiquement 
^actifs,_c^est.a.dire presentent des proprietes biologiques ide^^ 
des propri6t6s biologiques du polypeptide NEP II de sequence SEQ ID n^ 2. a 
savoir une activity m6talloprdt6asique. 

Les fragments polypeptidiques preferes comprennent la sequence 
du site actif responsable de la liaison de I'atome de zinc indispensable a la 
catalyse. Ce site actif a ete identifi§ comme englobant les residus HEXiX^H. X, 
et X2 representant des acides amines variables. II s'agit en particulier de la 
sequence HEITH (acides amines 608 ^ 612 de ia sequence SEQ ID n» 2) dans 
le polypeptide NEP II Chez le rat. 

La presente invention a egalement pour objet une sequence 
nucleotidique isol6e comprenant une sequence choisie parmi la sequence SEQ 
ID nM , une sequence deriv^e du homologue de ladite sequence SEQ ID n»1. ou 
leurs sequences compl^mentaires. 

La sequence SEQ ID n« 1 est la sequence d'ADNc comprenant la 
phase codante pour NEP II identifi§e Chez le rat. 

Par sequence nucleotidique "deriv§e". on entend toute sequence 
nucleotidique cpdant pour un polypeptide derive de NEP II tel que defini 
precedemment. c'est-a^ire une sequence resultant d'une modification de la 
sequence SEQ ID n' 1. notamment par mutation, deletion, addition ou 
substitution d-au moins un nucleotide. Sont en particulier comprises les 



sequences derivees de la sequence SEQ ID n" 1 par degenerescence du code 
gen^tique. - 

Par sequence "homoiogue", on entend plus particulierement toute 
sequence nucleotidique codant pour un polypeptide NEP II homoiogue du 
polypeptide NEP ir de sequence SEQ ID n° 2 chez d'autres especes de 
mammlferes que le rat, et notamment chez rhomme. 

Une telle sequence homoiogue presente preferentieliement une 
homologie superieure a 70 %, de preference encore superieure a 75 %, avec la 
sequence SEQ ID n" 1. rhomoiogie etant particuiierement elevee dans la partie 
centrale de la sequence codant pour le polypeptide NEP H. 

Les sequences nucleotidiqiies selon I'invention peuvent etre 
utilisees pour la production d'une proteine recombinante NEP II selon I'invention, 
selon des techniques de production de produits recombinants connues de 
l!homme du m§tier. 

Un systeme efficace de production d'une proteine recombinante 
necessite de disposer d'un vecteuf, par exemple d'origine plasmidique ou virale, 
et d'une cellule hote compatible. 

L'hdte cellulaire peut etre choisi parmi des systemes procaryotes. 
comme les bacteries, ou eucaryotes, comme par exemple des levures, des 
cellules d'insectes, de mammiferes, telles que les cellules CHO (cellules 
d'ovaires de hamster chinois) ou tout autre systeme avantageusement 
disponible. 

Le vecteur doit comporter un promoteur, des signaux d'initiation et 
de terminaison de la traduction, ainsi que les regions appropriees de regulation 
de la transcription. II doit pouvoir fetre integre dans la cellule et peut 
eventuellement posseder des signaux particuliers specifiant la secretion de la 
proteine traduite. 

Ces differents signaux de contrdle sont choisis en fonction de I'hote 
cellulaire utilise: A cet effet, les sequences nucleotidiques selon I'invention 
peuyent etre ins6rees dans des vecteurs a replication autonome au sein de 
rhote choisi. ou des vecteurs int6gratifs de I'hote choisi. De tels. vecteurs seront 
prepares selon les m6thodes couramment utilisees par I'homme du metier, et les 



clones en resultant peuvent etre introduits dans un hote approprie par des 
methodes standard, telles que par exemple r^lectroporation. 

Des exemples de vecteurs d'interet sont les plasmides pcDNA 3.1 , 
PCR2.1 (Inyltrogen), ou pMbac (Stratagene). . ^ 

L'lnvention vise les vecteurs de clonage et/ou d'expression 
contenant une sequence nucleotidique selon I'lnvention. et vise en outre les 
cellules notes transfectees par ces vecteurs. Ges cellules peuvent etre obtenues 
par rintroduction dans des cellules botes d'une sequence nucleotidique inseree 
dans un vecteur tel que defini ci-dessus, puis la mise en culture desdites cellules 
dans des conditions permettant la replication et/ou I'expression de la sequence 
nucleotidique transfectee. 

Ces cellules sont utilisables dans une methode de production d'un 
polypeptide recombinant selon I' invention. . , . ■ ■ 

La methode- de production d'un polypeptide de rinvention sous 
forme recombinante est elle-m§me comprise dans la presente invention, et se 
caracterise en ce que Ton cultive les cellules transfectees dans des conditions 
permettant I'expression d'un polypeptide recombinant selon I'lnvention, et que 
Ton recupere ledit polypeptide recombinant. 

Les precedes de purification utilises sont connus de I'homme du 
metier. Le polypeptide recombinant peut etre purifie a partir de lysats et extraits 
cellulaires. du surnageant du milieu de culture, par des methodes utilisees 
separement ou en combinaison. telles que le fractionnement. les methodes de 
chromatographie. les techniques d'immunoaffinlte ^ raide d'anticorps 
monoclonaux ou de serum polyclonal, etc. 

La presente invention a egalement pour objet les sondes 
nucleotidiques. capables de s'hybrider fortement et specifiquement avec une 
sequence d'acide nucleique. d'un ADN genomique ou d'un ARN messager 
codant pour un polypeptide selon I'lnvention. Les conditions d'hybridation 
appropriees correspondent aux conditions de temperature et de force ionique 
usuellement utilis6es par I'homme du metier (Sambrook et al 1989) de 
preference a des conditions de forte stringence. c'est-a-dire des conditions de 
temperature comprises entre (T. moins 5' C) et (T. moins IS' C) et de 



preference encore, a des conditions de temperature comprises entre Tm et (Tm 
moins 10" C) (forte stringence), etant la temperature theorique de fusion, 
definie comme etant la temperature a laquelle 50 % des brins apparies se 
separent. 

Les sondes preferees sont notamment les sondes 
oligonucleotidiques choisies parmi les sequences : 

SEQ IDn^S; 
SEQ ID nM ; 

- SEQ ID n'S ; 

- SEQ IDn°6 ; 

- SEQ ID n°7 ; 

- SEQ ID n"8; 

- SEQ IDn»9 ; 

- SEQIDnMO; 

SEQ IDnHl ; . ' 

- SEQ IDn»12 ; 

- SEQ lb n'lS ; 
SEQ IDn°14 ; 
SEQ ID n°15 ; 
SEQ IDh'Jie V 

. - SEQ ID n-l? ; 

- SEQ ip n*18 ; 

- SEQIDn^lS. 

De telles sondes soiit utiles pour des reactions de sequengage ou 
d'amplificatlon speclfique selon la technique dite de PGR (reaction en chaine par 
polymerase) ou tpute autre variante de eel le-ci. 

De telles sondes sont egalement utiles dans un precede de 
detection de I'expression du polypeptide NEP II dans un echantillon cellulaire ou 
tissulaire ou dans des cellules ou un tissu par hybridation in situ, comprenant les 
etapes consistent ^ : 

- preparer TARN dudit echantillon ou desdites cellules ou dudit 

tissu; 
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- mettre en contact ledit ARN obtenu avec au moins une sonde 
ayant une sequence nucleotidique capable de s'hybriderspeclfiquement avec 
une sequence nucleotidique selon rinvention, ladite . sonde pouvant etre 
nbtamment une sonde oligonucleotidique de sequence SEQ ID n"* 3 a SEQ ID n° 

- detecter la presence d'ARNm hybridant avec ladite sonde 
indicatrice de ['expression du polypeptide NEP II. 

L'invention a egalement pour objet les anticorps mono- ou 
polyclonaux ou leurs fragments, anticorps chimeriques ou immunoconjugues, 
caracterises en ce qu'ils sont obtenus a partir d'un polypeptide selon l'invention 
administre S un animal, et sont capables de reconnartre specifiquement un 
; polypeptide selon l'invention. L'invention a en outre pour objet I'uti I isation de ces 
anticorps pour la purification Ou la detection d'un polypeptide NEP II dans un 
15 echantillon biplogique. 

Les anticorps polyclonaux peuvent etre obtenus a partir du serum 
d'un animal immunise centre la prbteine NEP II, produite par exemple par 
recombinaison g6netique suivant la methode decrite ci-dessus. selon les modes 
operatoires usuels. 

^"t'co'PS monoclonaux peuvent etre obtenus selon la methode 
classique de culture d'hybridomes d§crite par Kohler et Milstein (Nature, 1975. 
vol. 256, pp 495-497). 

Les anticorps peuvehf etre des anticorps chimeriques, des 
anticorps humanises., des, fragments - Fab et F(ab')2. lis peuvent egalement se 
25 presenter sous forme d'immunoconjugues ou d'anticorps marques. 

Les anticorps selon l'invention sont particulierement utiles pour 
detecter la presence de NEP II. 

La presents invention a done pour objet un precede de detection 
immunologique de NEP II dans un Echantillon cellulaire ou tissulaire ou dans des 
30 cellules ouuntissucomprenant les etapesconsistant a : 

- mettre en contact ledit Echantillon cellulaire ou tissulaire. lesdites 
cellules ou ledit tissu avec un anticorps detectable selon l'invention ; 

- dEtecter la presence dudit anticorps. indicatrice de la presence du 
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polypeptide NEP II. 

Par "anticorps detectable", on entend soit un anticorps marque par 
un groupement detectable, tel qu'un groupement radioactif, enzymatique, 
fluorogene ou fluorescent, etc., soit un anticorps auquel se lie un autre anticorps 
5 lui-meme marque de maniere detectable. 

Les anticorps selon {'invention peuvent ainsi permettre d'evaluer 
une surexpression du polypeptide II, qui peut etre indicatrice de cellules 
tumorales neuroendocriniennes notamment. 

10 L'invention a egaiement pour objet un precede d'identification de 

composes substrats du polypeptide NEP ll tel que defini precedemment, dans 
lequel on met en contact lesdits composes, eventuellement marques, avec le 
polypeptide NEP II, et on evalue la coupure desdits composes par NEP II, 
indicatrice de I'actlvite metalloproteasique de NEP II envers lesdits composes 

15 substrats. 

De tels substrats specifiques de NEP II peuvent etre en particulier 
utilises dans un precede de detection de I'activite metalloproteasique de NEP II 
dans un echantillon cellulaire ou tissulaire ou dans des cellules ou un tissu 
comprenant les etapes consistant a : 
20 - mettre en contact (edit echantillon cellulaire ou tissulaire, lesdites 

cellules ou ledit tissu avec un compose substrat du polypeptide NEP II 
obtenu selon l'invention. ledit compose substrat etant eventuellement 
marque ; 

- evaluer la coupure dudit compose substrat. indicatrice de Tactivite 
25 metalloproteasique de NEP II. 

Les cellules susceptibles d'etre ainsi testees sont notamment les 
cellules transfectees par un polynucleotide codant pour le polypeptide NEP II tel 
que defini precedemment. Les extraits tissulaires susceptibles d'etre testes sont 
en particulier les membranes de testicule. particulierement riches en 
30 metalloprotease NEP II. 

L'inv ntion a par ailleurs pour objet un precede de criblage de 
composes susceptibles d'inhiber I'activite metalloproteasique du polypeptide 
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NEP 11 selon rinvention, dans lequel on met en contact lesdits composes avec 
ledit polypeptide NEP II et on evalue ie taux d'Inhibition de I'activite 
metalloproteasique de NEP II. 

Les composes susceptibles d'inhiber I'activite metalloproteasigue 
5- de NEP II sont de preference des peptides courts de 2 bu 3 acides amines 
naturels ou modifies. 

Les peptides synthetiques identifies comme inhibiteurs de I'activite 
metalloproteasique de NEP II par ce proced§ de criblage peuvent etre couples a 
un groupe chelateur de zinc tels que les groupes thiol, phosphate ou acide 
10 hydroxamique. selon les techniques classiques connues de I'homme du metier. 
Le compose inhibiteur obtenu est un bon candidal en tant que principe actif d'un 
medicament, en association avec un vehicule pharamceutiquement acceptable. 
Ledit groupe chelateur-peut eventuellement §tre p 

par exemple par un ester de thiol, pour ameliorer la biodisponibilite dudit 
15 principe actif. 

Le polypeptide NEP II selon rinvention est particulierement utile 
pour le criblage de composes inhibiteurs de I'activite metalloproteasique de NEP 
II utiles pour la fabrication de medicament destine a traiter les troubles ' 
impliquant les transmissions peptidergiques auxquelles participe NEP II. 

^^"^'^ troubles en cause, on peut citer notkmment les maladies 
cardiovasculaires. neurodegeneratives, les troubles de la croissance d'origine 
endpcrinienne. les perturbations de I'axe hypdthalamb-hypophysaire et les 
affections endocriniennes. 

composes substrats de NEP II ou inhibiteurs de I'activite 
metalloproteasique de NEP II obtenus selon les precedes decrits precedemment 
peuvent egalement etre utiles pour detecter la proteine NEP n. 

La pr^sente invention a done egalement pour objet un procede de 
detection de NEP II dans un echantillon cellulaire ou tissulaire ou dans des 

30 cellules ou un tissu comprenant les etapes consistant a : 

- mettre en contact ledit Echantillon cellulaire ou tissulaire lesdites 

cellules ou ledit tissu avec un compost substrat du polypeptide NEP II bbtenu tel 

que defini precedemment ou avec un compose inhibiteur de I'activite 
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metalloproteasique de NEP II obtenu selon ie procede de criblage tel que defini 
precedemment. ledit compose substrat ou ledit compose inhibiteur etant marque; 

- detecter la presence dudit compose substrat ou dudit compose 
inhibiteur, indicatrice de la presence du polypeptide NEP II 
5 Par "compose substrat marque" ou "inhibiteur marque", on entend 

un compose substrat ou an compose inhibiteur marque de mani^re detectable, 
par exemple par un groupement radioactif, enzymatique, fluorogene ou 
fluorescent, etc. 

10 Les exemples suivants illustrent I'invention sans la limiter. 

Exemple 1 : 

GlonaQe de TADNc codant pour NEP II 

Des oligonucl6otides d(§g6neres ont ete obtenus a partii- de 
15 ralignement des sequences peptidlques des enzymes ECE, NEP I et Kell et de 
la delimitation des zones de forte homologie. 

L'ARN total de differents tissus de rat (cerveau, intestin et 
testicules) a ete soumis ^ une transcription inverse (RT) et amplifie par reaction 
en chatne d la polymerase (PGR), a I'aide d'une paire ^oligonucleotides 
20 d^generes sur la region N-terminale riche en r§sidus cysteine : 

Les sequences de ces oligonucleotides degeneres sont les 

suivantes : 

DCYS2 CCC AAG (G/T)CG (A/G)G{A/G) CTG GTC 
25 DCYS3 T(An-)(C/T) GC(A/C/T/G) GG(An-) GG(A/C) TGG 

Ceci a permis d'amplifier un fragment de 420 paires de bases a 
partir de I'ARNt de testicule codant pour une phase ouverte de lecture qui 
presente une homologie de 76% avec la proteine NEP I. Cette sequence a ete 
completee par 3' et 5' RACE (rapid amplification of cDNA ends). partir d'ARNt 
30 de cerveau de de testicules. Les sequences ont et6 confirmees par la verification 
de cinq clones differents pour chaque tissu et chaque amplification. L'ADNc 
complet (SEQ ID nM) a alors §t§ clone dans les vecteurs PCR2 1 et pcDNA3.1 
(Invitrogen). 
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Exemple 2 : 

Caract6ristiaues d u Dolvpeptide NEP II 

Le nouveau gdne isole code pour una proteine de 774 acides 
5 amines (SEQ ID n° 2) qui. outre de fortes homologies avec les enzymes NEP I 
ECE et Kell (52%, 40% et 28% d'identite en acides amines, respectivementj 
possede ,1a sequence consensus du site actif HEXXH. une region 
transmembranaire (acides amines 24 a 40 sur la sequence SEQ ID n- 2) suivie 
de quatre residus cysteine caracteristiques de cette famille. et sept sites 
potentiels de glycosylation. Trois epissages alternatifs. ont ete identifies par 
sequengage des RACE et par RT-PGR. Un de ces epissages alternatifs elimine 
un site potentiel de glycosylation et pourrait affecter le transit de la proteine a la 
surface de la cellule ou son^activiter Chaque^pissage wrespdnrpar ii^ 
un exon de la NEP 1. ce. qui suggere une structure de gene similaire. Ces 
donnees demontrent une appartenance de cette nouvelle enzyme a la famille 
des m^talloproteases ECE/NEP/Kell. Son homologie marquante avec NEP I a 
conduit a la nommer NEP II. 

Exemple 3 : 

Expressio n tissulaire de NEP II 

Des etudes de Northern-blot et de RT-PCR montrent que NEP II est 
code par un transcrit de 2.8 Kb tr6s fortement exprime dans les testicules de rat 
et. moder^ment. dans le coeur. le foie. le systeme digestif et le cerveau Des 
etudes de RT-PCR semi-quantitatives montrent un profil d'expression similaire 
dans ces tissus ainsi qu'une predominance des formes longues. 

routes ces caracteristiques indiquent clairement que la proteine 
.dentmee pour la premiere fols est une metalloprot^ase membranaire 
(ectoprot^ase) responsable du metabolisme de peptides messagers neuronaux 
et/ou hormonaux. 

Le polypeptide NEP II natif est exprim^ de mani^re heterogene 
TZ17^T ^'^"-^^ (^^PoP-^y-. «-«cule,. rapperell digestif 

Ontesfn grele notamment), I'appareil cardiovasculaire (eoeur notamment) 
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Ces localisations indiquent sa participation dans la proteolyse 
d'hormones et de neurotransmetteurs peptidergiques ou de leurs precurseurs 
emanant de ou agissant sur ces divers organes. II devient des lors interessant 
dans un but therapeutique d'affecter les transmissions peptidergiques 
correspondantes en inhibitant NEP II. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENE RAX E : 



(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: Institut National de la Sante et de . la 

Recherche Medicale . 

(B) RUE: 101 rue de Tolbiac 

(C) VILLE: Paris 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 75013 

(ii) TITRE DE- L' INVENTION: Nouvelle metalloprotease NEPII 
(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 19 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #l.o; Version #1.25 (OEB) 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2765 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: * ADNc; 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Rattus rattus 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 107.. 2428 

(xi> DESCRIPTION DE LA SEQUENCE:, SEQ ID NO: 1: 
GCAAAGCACT AGCTTCAGTG TGCTCAAGGC ATCCAAGCTC CAGCTGCCTC CCTCCTGGCC 

CTGGCCCTGG GTGCTCAGCT GTGTGCCTTC CACCCAGAAC CGGCTG ATG GGG AAG 

Met Gly Lys 
1 

TCG GAG AGC TCA GTG GGG ATG ATG GAG AGA GCG GAC AAC TGT GGC Arr 
Se. Glu Ser Se. Val Gly Met Met Glu Arg Ala Asp Cys Gly Ar| 



60 
115 

163 



15 
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AGG CGC CTA GGC TTC GTG GAG TGT GGG CTG CTG GTA CTG CTG ACA CTG 
Arg Arg Leu Gly Phe Val .Glu Cys Gly Leu Leu Val Leu Leu Thr Leu 
20 25 30 35 

CTG TTG ATG GGA GCC ATA GTG ACT CTG GGT GTC TTC TAC AGC ATA GGG 
Leu Leu Met Gly Ala lie Val Thr Leu Gly Val Phe Tyr Ser lie Gly 

40 . 45 , .50 

AAG CAG CTG CCC CTC TTA AAT AGC CTG CTG CAC GTC TCC CGG CAT GAG 
Lys Gin Leu Pro Leu Leu Asn Ser Leu Leu His Val Ser Arg His Glu 
55 60 65 

AGG ACG GTT GTA AAA CGA GTC CTC AGA GAT TCA TCG CAG AAG AGT GAC 
Arg Thr Val Val Lys Arg Val Leu Arg Asp Ser Ser Gin Lys Ser Asp 
70 75 ,80 

ATC TGT ACT ACC CCA AGC TGC GTG ATA GCA GCT GCC AGA ATC CTC CAG 
lie Cys Thr Thr Pro Ser Cys Val lie Ala Ala Ala Arg lie Leu Gin 
85 90 95 

AAC ATG GAC CAG TCA AAG AAA CCC TGC GAC AAC TTC TAT CAG TAT GCT 
Asn Met Asp Gin Ser Lys Lys Pro Cys Asp Asn Phe Tyr Gin Tyr Ala 
100 105 110 115 

TGC GGA GGC TGG CTA CGG CAC CAT GTG' ATC CCC GAG ACC AAC TCC AGA 
Cys Gly Gly Trp Leu Arg His His Val lie Pro Glu Thr Asn Ser Arg 
120 125 130 

TAC AGC GTC TTT GAC ATC CTT CGG GAT GAG CTG GAG GTC ATC CTC AAA 
Tyr Ser Val Phe Asp lie Leu Arg Asp Glu Leu Glu Val lie Leu Lys 
135 140 145 

GGG GTG CTG GAG GAT TCC TCT GTC CAG CAC CGC CCA GCT GTG GAG AAG 
Gly Val Leu Glu Asp Ser Ser Val Gin His Arg Pro Ala Val Glu Lys 
150 155 160 

GCC AAG ACA CTG TAC CGC TCC TGC ATG AAC CAG AGT GTG ATA GAG AAG 
Ala Lys Thr Leu Tyr Arg Ser Cys Met Asn Gin Ser Val He Glu Lys 
165 170 175 

AGA GAC TCT GAG CCC CTG CTG AAC GTC TTA GAT ATG ATA GGA GGT TGG 
Arg Asp Ser Glu Pro Leu Leu Asn Val Leu Asp Met He Gly Glv Tro 

185 190 . 195 

CCT GTA GCC ATG GAC AAG TGG AAT GAG ACC ATG GGC CCC AAG TGG GAA 
Pro Val Ala Met Asp Lys Trp Asn Glu Thr Met Gly Pro Lys Trp Glu 
200 205 210 

CTG GAG CGG CAG TTG GCT GTG TTG AAC TCG CAG TTC AAC AGG CGC GTC 
Leu Glu Arg Gin Leu Ala Val Leu Asn Ser Gin Phe Asn Arg Arg Val 
215 220 225 
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CTC ATC GAC CTC TTC ATC TGG AAT GAT GAC CAG AAC TCC AGC CGG CAC 835 
Leu lie Asp Leu Phe He Trp Asn Asp Asp Gin Asn Ser Ser Arg His 
230 .235 240 . 

GTC ATC TAG ATA GAC CAG CCC ACC TTG GGC ATG CCC TCC CGG GAG TAC 8 83 

Val lie Tyr He Asp Gin Pro Thr Leu Gly Met Pro Ser Arg Glu Tvr 
245 250 255 

TAT TTC AAG GAA GAC AGC CAC CGG GTA CGG GAA GCC TAC CTG CAG TTC 931 
Tyr Phe Lys Glu Asp Ser His Arg Val Arg Glu Ala Tvr Leu Gin Phe 

265 ' 270 " 275 ' 

ATG ACA TCA GTG GCC ACT ATG CTG AGG AGA GAC CTG AAC CTG CCC GGG 979 
Met Thr Ser Val Ala Thr Met Leu Arg Arg Asp Leu Asn Leu Pro Gly 

280 .. 285 - 290 

GAG ACC-=GAT.^;rTG GTG CAG GAG GAA ATG GCA CAG GTG CTG 'CAT CTG "GAG ' 1027 
Glu Thr Asp Leu Val Gin Glu Glu. Met Ala Gin Val Leu His Leu Glu 
295 300 305 

ACA CAT CTG GCC AAC GCC ACG GTC CCC CAG GAG AAA AGG CAT GAT GTC 1075 
Thr His Leu Ala Asn Ala Thr Val Pro Glh Glu. Lys Arg His Asp Val ' 

315 320 

ACC GCC CTG TAT CAC CGA ATG GGC CTG GAG GAG CTG CAG GAA AGG TTT 1123 
Thr Ala Leu Tyr His Arg Met Gly Leu. Glu Glu Leu Gin Glu Aig Phe 
. 325 330 335 

GGT CTG AAG GGG TTT .AAC TGG ACT CTC TTC ATA CAA AAC GTG CTG TCT 
Gly Leu Lys Gly Phe Asn Trp Thr Leu Phe He Gin Asn Val Leu Ser 
''^^ 345 350 355 

TCT GTG CAA GTT GAG CTG CTC CCG AAT GAG GAG GTG GTG GTC TAT GGC 1219 
Ser Val Gin Val Glu Leu Leu Pro Asn Glu Glu Val Val Val Tyr gIv 
360 365 370 

ATC CCC TAC CTG GAG AAT CTT GAG GAG ATC ATT GAC GTC TTC CCA GCA 
He Pro Tyr Leu Glu Asn Leu Glu Glu He He Asp Val Phe Pro Ala 
375 380 385 

CAG ACC TTG CAA AAC TAC CTG GTG TGG CGC CTG GTG CTA GAT CGC ATC 
Gin Thr Leu Gin Asn Tyr Leu Val Trp Arg Leu Val Leu Asp Arg He 

395 400 

GGC AGC CTG AGC CAG AGA TTC AAA GAA GCG CGT GTG GAC TAC CGC AAG 
Gly ser Leu Ser Gin Arg Phe Lys Glu Ala Arg Val Asp lyr Arg 

410 415 



GCG CTG TAC GGT ACA ACC ATG GAG GAA GTA CGC TGG CGG GAG TGT GTC 
Ala Leu Tyr Gly Thr Thr Met Glu Glu Val Arg Trp Arg Glu Cys vll 

^25 430 

AGC TAT GTC AAC AGC AAC ATG GAG AGT GCC GTG GGC TCC CTC TAC ATC 



1171 



1267 



1315 



1363 



1411 



1459 
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Ser Tyr Val Asn Ser Asn Met Glu Ser Ala Val Gly Ser Leu Tyr lie 
440 445 450 

AAG CGG GCC TTC TCC AAG GAG AGC AAG AGC ATA GTC AGT GAG CTT ATC 
. Lys Arg Ala Phe Ser Lys Asp Ser Lys Ser lie Val Ser Glu Leu lie 
455 ' * • 460. • ' 465 

GAG AAG ATA CGG TCC GTG TTT GTG GAT AAC CTG GAC GAG TTG AAC TGG 
Glu Lys lie Arg Ser Val Phe Val Asp Asn Leu Asp Glu Leu Asn Trp 
470 475 480 

ATG GAT GAG GAA TCC AAG AAA AAG GCC CAG GAA^ AAG GCC TTG A?VT ATC 
Met Asp Glu Glu Ser Lys Lys Lys Ala Gin Glu Lys Ala Leu Asn lie 
485 490 495 

CGG GAA CAG ATC GGC TAC CCT GAC TAC ATT TTG GAA GAC AAT AAC AGA^ 
Arg Glu Gin He Gly Tyr Pro Asp Tyr He Leu Glu Asp Asn Asn Arg 
500 505 510 515.. 

CAC CTG GAT GAG GAA TAC TCC AGT CTG ACT TTC.TCA GAG GAC CTG TAT 
His Leu Asp Glu Glu Tyr Ser Ser Leu Thr Phe Ser Glu Asp Leu Tyr 
520 525 530 

TTT GAG AAC GGG CTT CAG AAC CTC AAG AAC AAT GCC CAA AGG AGC CTC 
Phe Glu Asn Gly Leu Gin Asn Leu Lys Asn Asn Ala Gin Arg Ser Leu 
535 540 545 

AAG AAA CTT CGG GAA AAG GTG GAC CAG AAT CTC TGG ATC ATT GGG GCT 
Lys Lys Leu Arg Glu Lys Val Asp Gin Asn Leu Trp He He Gly Ala 
550 555 - 560 

GCA GTG GTC AAT GCA TTC TAC TCC CCA AAC AGA AAC CTG ATC GTC TTT 
Ala Val Val Asn Ala Phe Tyr Ser Pro Asn Arg Asn Leu He Val Phe 
.565 570 575 

CCA GCG GGG ATC CTC CAG CCA CCC TTC TTC AGC AAG GAC CAA CCA CAG 
Pro Ala Gly He Leu Gin Pro Pro Phe Phe Ser Lys Asp Gin Pro Gin 
580 585 590 595 

GCC TTG AAT TTC GGG GGC ATC GGG ATG GTG ATT GGA CAC GAG ATC ACA 
Ala Leu Asn Phe Gly Gly He Gly Met Val ' He Gly His Glu He Thr 
600 605 \ 610 

CAC GGC TTT GAT GAT. AAC GGT CGG AAC TTT GAC AAG AAT GGC AAC ATG 
His Gly Phe Asp Asp Asn Gly Arg Asn Phe Asp Lys Asn Gly Asn Met 
615 620 625 

CTG GAC TGG TGG AGC AAC TTC TCG GCC CGG CAC TTC CGA CAG CAG TCA 
Leu Asp Trp Trp Ser Asn Phe Ser Ala Arg His Phe Arg Gin Gin Ser 
630 635 640 

CAG TGT ATG ATT TAT CAG TAC AGC AAC TTC TCT TGG GAA CTA GCA GAC 
Gin Cys Met lie Tyr Gin Tyr Ser Asn Phe Ser Trp Glu Leu Ala Asp 
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645 - 650 • ; 655 • ' ' .. • - ' 

AAC CAG AAT GTG AAC GGA TTC AGC ACC CTC GGG GAG AAC ATC GCC GAC 
Asn Gin Asn Val Asn Gly Phe Ser Thr Leu Gly Glu Asn He Ala Asp 

AAC GGC GGT GTG CGG CAG GCA TAC AAG GCT TAG CTA CAG TGg' CTA' GCT 
Asn Gly Gly Val Arg Gin Ala Tyr Lys Ala Tyr Leu Gin Trp Leu Sa' 
■ -685 690 . 

GAA GGC GGC AGA GAC CAG AGA CTG CCG GGA CTG AAC CTG ACC TAT GCT 
Glu Gly Gly Arg Asp Gin Arg Leu Pro Gly Leu Asn Leu Thr Tyr Ala 
695 700 . 705 

CAG CTT TTC TTC ATT AAC TAT GCC CAG GTG TGG TGT. GGG TCC TAC AGG 
Gin Leu Phe Phe He Asn Tyr Ala Gin Val Trp Cys Gly sSr >Jr Arg 

CCG GAG TTC GCC ATC CAG TCC ATC AAG ACA GAT GTC CAC AGT CCT CTT 
Pro Glu Phe Ala He Gin Ser lie Ly, Thr Asp Val His V2r Pro Le! 

^25 730 735 

AAG TAC AGG GTG CTG GGC TCA CTA CAG AAC CTA CCA GGC TTC TCT GAG 
Lys Tyr Arg Val Leu Gly Ser Leu Gin Asn Leu Pro Gly Phe Ser tlu 

750 755 

GCG TTC CAC TGC CCA CGA GGC AGC CCC ATG CAC CCT ATG AAT CGA TGT 
Ala Phe H.S Cys Pro Arg Gly Ser Pro Met His Pro Met Sg Cyl 

765 . . 770 

Arg He Jrp ^'^'''''^^^^^ TGAGCTATGC TGCGGCCCAC ' GCCCCGCCAC 2468 



CCAGAGGCTT CGTGAATGGT -GTAGCCGGCA TAGATGTGCA GGTTGTTGCC TGAAGGCCAC 
TGGAGCCACC AGCCAGCCCT CCGCGC.CCAG ' CCTAGAGGGC AGCCACCCGC . CCACATCTGG 
GATGAGTGGT GGTGCCTGGT CCTGCGCCTT TTCCGGCCAG TGAGGGTCAG CGGCCCGGTA 
GGAGCAGTCA GCTGTCCCCC ACCGTCTTCA TAGTGTGTGG CTAAATGTCC TCGAGCTTCA 
GACTTGAGCT AAGTAAACGC TTCAAAGAAG GCAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAGGG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE- 

(A) LONGUEUR: 774 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION! lineaire 



2131 



2179 



2221. 



2275 



2323 



2371 



2419 



252 8 
2588 
2648 
2708 
2765 



(ii) TYPE DE MOLECULE: prot6ine 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Gly Lys Ser Glu Ser Ser Val Gly Met Met Glu Arg Ala Asp Asn 
1 5 ' 10, 15 

Cys Gly Arg Arg Arg Leu Gly Phe Val Glu Cys Gly, Leu Leu Val Leu 
20 25 30 

Leu Thr Leu Leu Leu Met Gly Ala lie Val Thr Leu Gly Val Phe Tyr 

. 35 40 " . • 45 

Ser lie Gly Lys Gin Leu Pro Leu Leu Asn Ser Leu Leu His Val Ser 

50 55 . - ^ ' _ . — .60 . ' - 

Arg His Glu Arg Thr Val Val Lys Arg Val Leu Arg Asp Ser Ser Gin 

.65 , 70 75 • 80 

Lys Ser Asp lie Cys Thr Thr Pro Ser Cys Val He Ala Ala Ala Arg 
,85 90 95 

He Leu Gin Asn Met Asp Gin Ser Lys Lys Pro Cys TVsp Asn Phe Tyr 
100 105 110 

Gin Tyr Ala Cys Gly Gly Trp Leu Arg His His Val He Pro Glu Thr 
115 120 125 

Asn Ser Arg Tyr Ser Val Phe Asp He Leu Arg Asp Glu Leu Glu Val 
130 135 ' 140 

He Leu Lys Gly Val Leu Glu Asp Ser Ser Val Gin His Arg Pro Ala 
145 150 155 160 

Val Glu Lys Ala Lys Thr Leu Tyr Arg Ser Cys Met Asn Gin Ser Val 
165 170 . * 175 

He Glu Lys Arg Asp Ser Glu Pro Leu, Leu Asn Val Leu Asp Met He 
180 185 190 

Gly Gly Trp Pro Val Ala Met Asp Lys Trp Asn Glu Thr Met Gly Pro 
195 200 205 ' 

Lys Trp Glu Leu Glu Arg Gin Leu Ala Val Leu Asn Ser Gin Phe Asn 
210 215 220 

Arg Arg Val Leu He Asp Leu Phe He Trp Asn Asp Asp Gin Asn Ser 

230 235 240 

Ser Arg His Val He Tyr He Asp Gin Pro Thr Leu Gly Met Pro Ser 
245 250 255 

Arg Glu Tyr Tyr Phe Lys Glu Asp Ser His Arg Val Arg Glu Ala Tyr 
260 265 . 270 
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Leu Gin Phe Met Thr Ser Val Ala Thr Met Leii Arg Arg Asp Leu Asn 
275 280 285 

Leu Pro Gly Glu Thr Asp Leu Val Gin Glu Glu Met Ala Gin Val Leu 
290 295 300 

His Leu Glu Thr His Leu Ala Asn Ala Thr Val Pro Gin Glu Lys- Arg 
305 310 315 • . ; . 320 

His Asp Val Thr Ala Leu TyrHis Arg Met Gly Leu Glu Glu Leu Gin 

325 ■, 330 , , . . 335 

Glu Arg Phe Gly Leu Lys Gly Phe Asn Trp Thr Leu Phe lie Gin Asn 
340 345' 350 

Val Leu Ser -Ser - Val Gin- Val Glu Leu 'Leu Prd^ Asn' Glu Glu Val Val ' 
355 360 . . 365 

Val Tyr Gly He Pro Tyr Leu Glu Asn Leu Glu Glu He lie Asp Val 
. 370 375 380 

Phe Pro. Ala Gin Thr Leu Gin Asn Tyr Leu Val Trp Arg Leu Val Leu 

390 395 400 

Asp Arg lie Gly Ser Leu Ser Gin Arg Phe Lys Glu Ala Arg. Val Asp : 
405 410 415 

Tyr Arg Lys Ala Leu Tyr Gly Thr Thr Met Glu Glu Val Arg Trp Ara 
420 ■ 425 .430 

Glu Cys Val Ser Tyr Val Asn Ser Asn Met Glu Ser Ala Val Gly Ser 
435 440 445 

Leu Tyr lie Lys Arg Ala Phe Ser Lys Asp Ser Lys Ser He Val Ser 
' -^SO 455 460 

Glu Leu He Glu Lys He Arg Ser Val Phe Val Asp Asn Leu Asp Glu 

- 470 - 475 480 

Leu Asn Trp Met Asp Glu Glu Ser Lys Lys Lys Ala Gin Glu Lys Ala 
485 490 495 

Leu Asn He Arg Glu Gin lie Gly Tyr Pro Asp Tyr He Leu Glu Asp 
500 505 5j^Q 

Asn Asn Arg His Leu Asp Glu Glu Tyr Ser Ser Leu Thr Phe Ser Glu 

515 . , 520 ~ 525 

Asp Leu Tyr Phe Glu Asn Gly Leu Gin Asn Leu Lys Asn Asn Ala Gin 

535 540 

Arg Ser Leu Lys Lys Leu Arg Glu Lys Val Asp Gin Asn Leu Trp He 
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545 550 555 560 

lie Gly Ala Ala Val Val Asn Ala Phe Tyr Ser Pro Asn Arg Asn Leu 
565 570 575 

lie Val Phe Pro Ala Gly lie Leu Gin Pro Pro Phe Phe Ser Lys Asp 
580 585 590 

Gin Pro Gin Ala Leu. Asn Phe Gly Gly lie Gly Met Val lie Gly , His 
595 600 605 

Glu lie Thr His Gly Phe Asp Asp Asn Gly Arg Asn Phe. Asp Lys Asn 
610 615 . 620 

Gly Asn Met Leu Asp Trp Trp Ser Asn Phe Ser Ala Arg His Phe Arg 
625 630 635 640 

Gin Gin Ser Gin Cys Met lie Tyr Gin Tyr Ser Asn Phe Ser Trp Glu 
645" - - - - - 650' - - 

Leu Ala Asp Asn Gin Asn Val Asn Gly Phe Ser Thr Leu Gly Glu Asn 
660. 665 670 

lie Ala Asp Asn Gly Gly Val Arg Gin Ala Tyr Lys Ala Tyr Leu Gin 
675 680 685 

Trp Leu Ala Glu Gly Gly Arg Asp Gin Arg Leu Pro Gly Leu Asn Leu 
690 695 700 

Thr Tyr Ala Gin Leu Phe Phe He Asn Tyr Ala Gin Val Trp Cys Gly 
■705 710 715 720 

Ser Tyr Arg Pro Glu Phe Ala He Gin Ser He Lys thr Asp Val His 
725 730 735 

Ser Pro Leu Lys Tyr Arg Val Leu Gly Ser Leu Gin Asn Leu Pro Gly 
740 745 750 

Phe Ser Glu Ala Phe His Cys Pro Arg Gly Ser Pro Met His Pro Met 
755 760 765 

Asn Arg Cys Arg He Trp 
770 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO:* 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS : single 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: sonde oligonucleotidique 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
TGGAGCGGCA GTTGGCTGTG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: sonde oligonucleotidiqu. 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4 : 
AGTTCCCACT TGGGGCCCAT G 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: sonde oligonucieotidique 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
GCTGGAGGAT TCCTCTGTCC 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: sonde oligonucieotidique 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEq' ID NO: 6: 
CGGGGATCAC ATGGTGCCG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7 : 
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(i) CARPlCTERISTIQUES DE la SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : single 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: sonde oligonucleotidique 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7 : 
CTACCCCAAG CTGCGTGATA G 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acide. nucleigue . 

(C) NOMBRE DE BRINS: single 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: sonde oligonucleotidique 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8 : 
CGGCACCATG TGATCCCCGA G 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: sonde oligonucleotidique 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9 : 
GCAAAGCACT AGCTTCAGTG TG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: sinple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: sonde oligonucleotidique 



2'2 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
GGTCATCATT CCAGATGAAG AG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: • 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple - 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: sonde oligonucleotidique 

^--^^ -:(xiL DESCRIPTION DE .lA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1^ 
' CGATGAGGAC "GCGCCTGTTG" " ' ." ~" 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) C7VRACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide; nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: sonde oligonucleotidique 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID. NO: 12: 
TGCAGGAAAG GTTTGGTCTG 

C2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE- 
. (A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) C9NFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: sonde oligonucleotidique 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
GAACGCCTCA GAGAAGCCTG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
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(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: sonde oligonucleotidique 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
ATGACCAGAA CTCCAGCCGG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: single' 

- - "(D) CONFTGURATION:- lineaire" ' - - - - - 

(ii) TYPE DE MOLECULE: sonde oligonucleotidique 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: ^5: 
CATCATGCTT TTTCTCCTGG G 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: sonde oligonucleotidique 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16 : 
CCCGAAGTTT CTTGAGGCTC C 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: sonde oligonucleotidique 




(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17 : 
GATCGGCTAC CCTGACTAC 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 18 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE.DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: sonde oligonucleotidique 



(^i) DESGra:PTION DE LA SEQUENCErSEQ ID NO; 18 : "^'^ 

GTTCGCCATC' CAGTCCATC ' ----------- - - - 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 19 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: sonde oligonucleotidique 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 
CGAAGCCTAG GCGCCTCCTC 
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REVENDICATIONS 



1. Polypeptide isole dont la sequence d'acides amines est choisie parmi la 
sequence SEQ ID n°2, une sequence derivee ou homologue de ladite 
sequence SEQ ID n'2, ou un fragment biologiquement actif de ladite 
sequence SEQ ID n"'2, ledit polypeptide isole etant designe par «NEP II ». 

2. Sequence nucl6otidique Isolde comprenant une sequence choisie parmi la 
. sequence SEQ . ID n»1, une sequence, derivee ou homologue de ladite 

sequence SEQ ID n*1, ou ieurs sequences complementaires. 

3. Sonde otigonucleotidique hybridant specifiquement avec la sequence 
nucl6otidique selon la revehdicatron 2, Jadite sonde ayant une sequence 

. d'acides amin§s choisie parmi : 

- - - ^E<3-ID n«-3 ; - - . . 

, SEQIDnM; 

- SEQ IDn'S; 
SEQ ID n°6 ; 
SEQIDnV ; . 
SEQ IDn'8; 
SEQIDn'S; 

SEQIDn'10; 

- SEQ ID n'^H ; 
SEQ ID n»12 ; 
SEQ ID n°13 ; 
SEQIDn*'14: 
SEQ ID n'1 5 ; 
SEQ ID n*16 ; 
SEQ IDn'17; 
SEQIDn»18; 
SEQ IDn'*19. 

t, Vecteur de clonage et/ou d'expression contenant une sequence 

nucleotidique selon la revendication 2. 
. Cellule h6te transfect6e par un vecteur selon la revendication 4. 
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6. Anticorps mono- ou polyclonaux ou leurs fragments, anticorps chimeriques 
ou immunoconjugu§s, caracterises en ce qu'ils sent obtenus a partir d'un 
polypeptide selon la revendication 1 administre a un animal, et sont capables 
de reconnaltre specifiquement un polypeptide selon la revendication 1 

7. Precede de detection immunologique de. NEP H dans un echantillon cellUlaire 
ou tissulaire ou dans des cellules ou un tissu comprenant les etapes 
consistanta: 

- mettre en contact ledit echantillon cellulaire ou tissulaire, lesdites 
cellules ou ledit tissu avec un anticorps detectablie selon la revendication 6 ; 

. - detecter la presence dudit anticorps; indicatrice de la presence du 
polypeptide NEP II. 

8. Proced6 de detection de I'expression du polypeptide NEP II dans un 
_ JchanUl.lpn, celjujajre . ou. tissulaire ou .dans des cellules ..ou un - tissu par 

hybridation />7«/fu,- comprenant lesfetapes consistant a 7 - - - -- - - 

- preparer I'ARN dudit echantillon ou desdites cellules ou dudit 

tissu; 

- mettre en contact ledit ARN obtenu avec au moihs une sonde 
ayant une sequence nucleotidique capable de s'hybrider specifiquement avec 
une sequence nucleotidique selon la revendication 2, ladite sonde pouvant etre 
notamment une sonde oligonucl6otidique selon la revendication 3 ; 

- detecter la presence d'ARNm hybridant avec ladite sonde, 
indicatrice de rexpression du polypeptide NEP II. 

9. Precede d'identiflcation de composes substrats du polypeptide NEP II selon 
la revendication 1, dans lequel on met en contact lesdits composes, 
6ventuellement marqu6s, avec le polypeptide NEP II, et on evalue la coupure 
desdits composes par NEP II, indicatrice de I'activite metal loproteasique de 
NEP II envers lesdits composes substrata. 

10. Proc§d§ de detection de I'activite m^talloproteasique de NEP II dans un 
Echantillon cellulaire ou tissulaire ou dans des cellules ou un tissu 
comprenant les etapes consistant k . ■ 

- mettre en contact ledit echantillon cellulaire ou tissulaire, lesdites 
cellules ou ledit tissu avec un compose substrat du polypeptide NEP II 
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obtenu selon le procede de la revendication 9, ledit compose substrat etant 
eventuellement marcju6 ; , 

- evaluer la coupure dudit compose substrat, indicatrice de Tactivite 
metalloproteasique de NEP II. 

11. Procede de criblage de composes susceptibles d'inhiber I'activite 
metalloproteasique du polypeptide NEP II selon la revendication 1, dans 
lequel on met en contact lesdits composes avec ledit polypeptide NEP II et on 
evalue le taux d'inhibition de I'activite metalloproteasique de NEP II. 

12. Procede de detection de NEP II dans un echantillon cellulaire ou tissulaire 
ou dans des ceiiuies ou un tissu comprehant ies etapes consistant a : 

- mettre en contact ledit echantillon cellulaire ou tissulaire, lesdites 
cellules ou ledit tissu avec un compose substrat du polypeptide NEP II obtenu 
selon le procede de la revendication 9 ou avec un compose inhibiteur de 
I'activite metalloproteasique de NEP- II obtenu selon leprocede-de criblage-de la- 
revendication 11, ledit compose substrat ou ledit compose inhibiteur etant 
marqu§ ; 

- detecter la presence dudit compost substrat ou dudit compose 
inhibiteur, indicatrice de la presence du polypeptide NEP II. 

13. Utilisation du polypeptide NEP II selon la revendication 1 pour le criblage de 
composes inhibiteurs de I'activite metalloproteasique de NEP II utiles pour la 
fabrication de medicament destine a traiter Ies troubles impliquant Ies 
transmissions peptidergiques auxquelles participe NEP II. 

14. Utilisation selon la revendication 13 dans laquelle lesdits troubles sent 
choisis parmi Ies maladies cardiovasculaireSi neurodegeneratives, Ies 
troubles de la croissance d'origine endocrinienne, Ies perturbations de I'axe 
hypothalamo-hypophysaire et Ies affection endocriniennes. 





THJSPA6E BLANK (usPTO) 



